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摘要: 目的 探讨中药提取物苦参碱单体( Matrine) 对人食管癌细胞株 Eca-109 的诱导凋亡和抑制增殖作用。方法 体外培养
人食管癌细胞株( Eca-109) ，分别给以不同浓度的苦参碱对体外培养的 Eca-109 细胞株进行干预。以 MTT 比色法、Hoechst33342 染
色法以及流式细胞术测定苦参碱对 Eca-109 细胞株的诱导凋亡及抑制增殖的作用。结果 MTT 实验显示苦参碱可以明显抑制
Eca-109 细胞株的增殖，流式细胞术检测细胞周期显示 G2 期细胞明显增多，S 期细胞显著减少。结论 苦参碱能明显抑制 Eca-109
细胞株的增殖，促进其凋亡，其作用机制可能与细胞周期阻滞于 G2 期有关。
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Investigate the Effects of Matrine on the Proliferation and Apoptosis of Human Esophageal
Carcinoma Eca-109 Cell Line
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Abstract: Objective To investigate the effects of matrine on the proliferation and apoptosis of human esophageal carcinoma Eca-109 cell
line． Methods Different concentrations of matrine were used in the culture of esophageal carcinoma cells． Proliferation，apoptosis，and cell
cycle arrest of esophagus carcinoma Eca-109 cells line were observed by MTT assay，Hoechst33342 staining，and flow cytometry quantitative
analysis． Results showes that matrine significantly induced apoptosis of the Eca-109 cell line; The cell cycles measurement by flow
cytometry quantitative analysis showed an increase in G2 phase cells，and S phase cells were significantly reduced． Conclusions Matrine
can inhibit proliferation and promote apoptosis of the Eca-109 cell line，and the mechanism may be correlated to the cell cycle arrest at G2
phase．
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苦参碱( Matrine MA) 是传统中药苦参根提纯的化
学单体之一，是白金雀儿碱( lupanine) 的异构体，属于













2. 1. 1 细胞株 人食管癌细胞株 Eca-109 ( 购自上海
细胞库) 。
2. 1. 2 主要试剂 苦参碱( 西安轻盈生物工程公司，
纯度 ＞ 98% ) ; RPMI 1640 培养液( GIBCO 公司) ; 胰蛋
白酶( 上海生工) ; 胎牛血清( 杭州四季青生物工程材
料有限公司) ; 青霉素( 厦门泰京) ; 链霉素( 北京拜尔
迪) ; HEPES ( BioSharp ) ; Hoechst33342 ( Calbiochem ) ;
Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒( 凯基生物) ; PI
( 凯基生物) ; MTT( Sigma Chemical Co) ; DMSO( Sigma
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Chemical Co) 。
2. 1. 3 主要仪器设备 HF16 二氧化碳培养箱( Heal
Force Development Co． ，Ltd) ; AE31 /CCIS LWD 倒置显
微 镜 ( MOLTIC Co． ，Ltd ) ; EPICS XL 流 式 细 胞 仪
( COULTER ) ; Model 3350 酶 标 仪 ( Bio-Rad ) ;
OLYMPUS IX71 荧光显微镜( OLYMPUS) 。
2. 2 方法
2. 2. 1 细胞培养 人食管癌细胞株 Eca-109 在 10%
胎牛 血 清、100 U /ml 青 霉 素、100 U /ml 链 霉 素 的
RPMI1640 培养基，37℃，5%CO2 培养箱中培养。当细
胞长满培养皿底 80% ～ 90% 时，进行传代，传代时吸
除培养基，用 PBS 缓冲液洗两次，0. 5ml 0. 25% 胰酶进
行消化。根据实验需要，将细胞接种于不同规格的培
养板中 进 行 培 养。将 苦 参 碱 溶 于 未 加 胎 牛 血 清 的
RPMI1640 培 养 基 中，配 制 成 0. 5mg /ml、1. 0mg /ml、
2. 0mg /ml、4. 0mg /ml、8. 0mg /ml 的浓度用于实验。
2. 2. 2 MTT 法测定细胞增殖活性 将对数生长期的
细胞，制备细胞悬液，调整细胞浓度为 5 × 104 /L，接种
于 96 孔培养板内，每孔 100μl( 每孔 5 × 103 个细胞) ;
细胞接种 24 h 后，开始加入药物进行处理( 不同浓度
或不同时间) ; 每孔加入 20 μl 的 5 mg /ml MTT 溶液，
继续培养 4 h; 吸除 MTT 溶液，每孔加入 150 μl 的
DMSO; 脱色摇床摇动 10 min 后，酶标仪检测波长为
490nm 时各孔 OD 值; 根据公式: 细胞抑制率 = ( OD 对
照组 － OD 给药组) /OD 对照组 × 100%，计算出各组
细胞的增殖存活率。
2. 2. 3 细胞凋亡的形态学观察( Hoechst33342 染色)
将对数生长期的细胞接种于盖玻片上，24 h 后加入
药物处理; 按照实验要求，终止药物处理，PBS 缓冲液
洗一次后，4% 多聚甲醛 4℃ 固定 20 min; PBS 缓冲液
洗一次后，用工作浓度的 Hoechst33342 避光染色 20
min; 封片，用荧光显微镜观察并拍照。
2. 2. 4 细胞凋亡率检测( Annexin-V/PI 双染法) 将
对数生长期的细胞接种于六孔板中，24 h 后加入药物进
行处理; 按照实验要求，终止药物处理，并用不含 EDTA
的胰酶消化收集细胞; 用 PBS 缓冲液洗涤细胞两次，离
心，吸除上清; 按照 Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂
盒说明书的要求，收集 3 × 105 细胞进行后续实验; 加入
500 μl 的 Binding buffer 悬浮细胞; 加入 5 μl Annexin V-
FITC 混匀后，再加入 5 μl PI，混匀; 室温，避光反应 15
min; 在 1 h 内，进行流式细胞仪检测，激发波长 Ex =
488nm，发射波长 Em =530nm; 数据分析。
2. 2. 5 细胞周期检测( PI 单染法) 将对数生长期的
细胞接种于六孔板中，24 h 后加入药物进行处理; 按照
实验要求，终止药物处理，并收集细胞; 用 PBS 缓冲液洗
涤细胞两次，离心，吸除上清; 用预冷的 70%乙醇将 3 ×
105 细胞于 －20℃固定 12 h; 离心去除乙醇，PBS 缓冲液
洗涤细胞一次; 加入无 DNase 的 RNase 重悬细胞，37℃
孵育 30 min; 加入 5 μl 工作浓度的 PI 室温避光染色 30
min; 流式细胞仪检测，激发波长为 488nm; 数据分析。
2. 2. 6 数据处理 采用 Origin7. 5 软件对实验数据进
行统计学处理，所有数据以 means ± SD 表示，进行方
差分析等统计学分析，P ＜ 0. 05，具有统计学意义。
3 结果
3. 1 苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109 增殖存活率
的影响 为了检测苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109
是否具有存活抑制作用，本研究采用 MTT 法测定人食
管癌细胞株 Eca-109 经不同浓度苦参碱 ( 0. 5、1. 0、
2. 0、4. 0、8. 0mg /ml) 处理 24 h 和 2. 0 mg /ml 苦参碱处
理不同时间( 0、12、24、36、48 h) 后的细胞增殖存活率。





图 2-1 苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109 存活的抑制作用









料 Hoechst33342 对经 2. 0mg /ml 苦参碱处理 24 h 的人
食管癌细胞株 Eca-109 进行染色，随即进行荧光显微





3. 3 苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109 凋亡率的影
响 通过形态学观察，我们发现苦参碱可以有效诱导
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研究。本研究采用 Annexin V /PI 双染法，经流式细胞
仪检测人食管癌细胞株 Eca-109 经不同浓度苦参碱
( 0、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg /ml) 处理 48 h ( 图 2-3 )
和 4. 0mg /ml 苦参碱处理不同时间 ( 0、12、24、36、48
h) 后的凋亡率( 图 2-4 ) 。结果显示，不同浓度苦参碱
( 0、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg /ml) 处理人食管癌细胞
株 Eca-109 48 h，可以有效地引起细胞凋亡( 0. 5mg /ml
组 P ＞ 0. 05) ，且凋亡细胞的数量随苦参碱浓度增加而
增加，具有明显的剂量依赖关系; 经 4. 0mg /ml 苦参碱




图 2-3 不同浓度苦参碱处理 48 h 诱导人食管癌细胞株 Eca-109 凋亡
上图: 人食管癌细胞株 Eca-109 经不同浓度苦参碱( 0、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg /ml) 处理 48 h
下图: 人食管癌细胞株 Eca-109 凋亡率统计图( * 表示与 control 组比较，P ＜0. 05; ＊＊＊表示与 control 组比较，P ＜0. 001)
图 2-4 4. 0mg /ml 苦参碱处理不同时间诱导人食管癌癌细胞株 Eca-109 凋亡
上图: 人食管癌细胞株 Eca-109 经 4. 0mg /ml 苦参碱处理不同时间( 0、12、24、36、48 h)
下图: 人食管癌细胞株 Eca-109 凋亡率统计图( * 表示与 control 组比较，P ＜0. 05; ＊＊表示与 control 组比较，
P ＜0. 01; ＊＊＊表示与 control 组比较，P ＜0. 001)
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( 0、0. 5、1. 0、2. 0mg /ml) 处理 24 h 后的细胞周期分布
情况。结果如图 2-5 所示，苦参碱可以引起人食管癌
细胞株 Eca-109 的细胞周期阻滞于 G2 期。
图 2-5 苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109 细胞周期分布的影响
上图: 苦参碱对人食管癌细胞株 Eca-109 细胞周期分布影响的流式细胞仪检测结果








































减少 hTERT 的表达来抑制结肠癌细胞 SW1116 的端
粒酶的活性，从而抑制其增殖。Chen K 等［10］研究发
现苦参碱通过下调雄激素受体和阻滞细胞周期在 G2 /
M 来明显的抑制前列腺癌细胞 NCaP 的体外生长。此
外，苦参碱还对肺癌［11］、胃癌［12］、肝癌［13］等肿瘤细胞
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表现出明显的抑制作用。在本课题中，我们采用 MTT
法测定了人食管癌细胞株 Eca-109 经不同浓度苦参碱
( 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0mg /ml) 处理 24 h 和 2. 0 mg /


















粒体途径( 包括 Bcl-2 /Bax 蛋白比率的下调、线粒体跨
膜电位的缺失、caspase-3 酶的活化、细胞色素 C 的释
放) 来诱导人多发性骨髓瘤细胞的凋亡。Dai Z 等［15］
发现苦参碱通过上调 Fas /FasL 配体的表达以及激活
caspase-3 酶来诱导胃癌 SGC-7901 细胞的体外凋亡。
Liu X 等［16］ 发现苦参 碱 可 以 通 过 细 胞 色 素 C 诱 发
caspase 酶激活通路来诱导白血病细胞 U937 的凋亡。
Luo C 等［12］发现苦参碱通过增加促凋亡分子蛋白 Bcl-
2 来诱导胃癌细胞 MKN45 的凋亡。
本课题通过形态学观察和定量分析相结合的方法
来研究苦参碱所具有诱导人食管癌细胞凋亡的能力。
我们首先采用了荧光染料 Hoechst33342 分别对经 2. 0










为客观的证明该结果，我们采用了 Annexin V /PI 双染
法，经流式细胞仪检测人食管癌细胞株 Eca-109 经经
不同浓度苦参碱( 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0mg /ml) 处理
24 h 和 2. 0 mg /ml 苦参碱处理不同时间( 0、12、24、36、
48 h) 后的凋亡率。Annexin V /PI 双染法是目前公认
的研究细胞凋亡率较为准确的方法之一。结果显示，
不同浓度苦参碱( 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0mg /ml) 处理
人食管癌细胞株 Eca-109 24h，可以有效地引起细胞凋
亡; 经 2. 0 mg /ml 苦参碱处理人食管癌细胞株 Eca-109
不同时间( 0、12、24、36、48 h) ，同样可以有效引起细胞
凋亡。该部分的研究从形态学和定量分析两个方面证
实了苦参碱可以诱导人食管癌细胞凋亡。





现苦参碱可以抑制 DNA 合成，将 JM 细胞周期阻滞在
G1 期，从而抑制其增殖促进其凋亡。Chen C 等［18］发











( 0、0. 5、1. 0、2. 0mg /ml) 处理 24 h 后的细胞周期分布
情况。结果发现，苦参碱可以引起人食管癌细胞株
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